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© Die Erfindung betrifft eine Meflzelle und ein Verfahren zur Durchfuhrung von Elektrochemilumineszenzmes- 
sungen (ECL). Die MeSzelle besitzt einen Probenraum in dem sich eine Arbeits- und eine Gegenelektrode 
befindet, wobei die Gegenelektrode so angeordnet ist, daS sie sich im Lichtweg zwischen Arbeitselektrode und 
optischem Detektor befindet. 
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Die vorliegende Erfindung liegt im Gebiet der Elektrochemilumineszenz (ECL) und bezieht sich im 
speziellen auf eine Vorrichtung und ein Verfahren, urn Elektrochemiluminszenzmessungen durchzufOhren. 

Verbesserte MeBzellen mit ihrer erfindungsgemafien Elektrodenanordnung werden beschrieben. 

Im Stand der Technik sind Vorrichtungen und Verfahren zur Durchfuhrung von Elektrochemiluminszenz- 
5 messungen bekannt. In der Patentanmeldung WO 89/10551 wird eine solche Vorrichtung detailliert be- 
schrieben. Die Apparatur umfaSt eine MeBzelle, die einen Zu- und AbfluG besitzt und in deren Inneren 
mehrere Elektroden angeordnet sind. Die fiir ECL-Messungen notwendigen zwei Elektroden unterschiedli- 
cher Polaritat befinden sich nebeneinander in einer Ebene. GegenUberliegend dieser Ebene befindet sich 
innerhalb der MeBzelle ein optisches Fenster, durch das optische Strahlung detektiert werden kann. Die 
10 genannte Patentanmeldung befaBt sich in erster Linie mit der elektrochemischen Vorbereitung der Elektro- 
den vor einer Messung, um fur aufeinanderfolgende Messungen identische Ausgangsbedingungen zu 
schaffen. Auf die Patentanmeldung WO 89/10551 wird hiermit vollinhaltlich Bezug genommen. 

Aufgabe der Erfindung war es, bestehende MeGzellen fiir Elektrochemilunimeszenzmessungen bezug- 
lich Empfindlichkeit, Reproduzierbarkeit und Langzeitstabilitat zu verbessern. 
75 ErfindungsgemaB wurde gefunden, dafi diese Aufgaben gelost werden konnen, wenn eine Zelle gewahlt 
wird, bei der die Elektrodenanordnung so beschaffen ist, daB sich Arbeitselektrode und Gegenelektrode 
nicht in einer Ebene befinden, so dafl zwischen den Elektroden ein Teilvolumen der MeBzelle eingeschlos- 
sen wird. 

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Erzeugung optisch detektierbarer Signale durch Anlegen 

20 elektrischer Potentiate an Probeflussigkeiten, beinhaltend 

eine MeBzelle zur Aufnahme von Probeflussigkeiten, die mindestens zwei Offnungen fur das Zu- und 
AbfUhren von FlUssigkeiten besitzt, eine Spannungsquelle, deren Spannung regelbar ist, mindestens eine 
Arbeitselektrode, die sich innerhalb der MeBzelle befindet und mit einem ersten Pol der Spannungsquelle 
verbunden ist, mindestens eine Gegenelektrode, die sich innerhalb der MeBzelle befindet und mit einem 

25 zweiten Pol der Spannungsquelle verbunden ist, ein optisches Fenster, das sich in einer Wandung der 
MeBzelle befindet, wobei die Vorrichtung dadurch gekennzeichnet ist, daB sich die mindestens eine 
Gegenelektrode innerhalb der Zelle zwischen optischem Fenster und der mindestens einen Arbeitselektrode 
befindet. 

Eine erfindungsgemaBe Vorrichtung zur Erzeugung optisch detektierbarer Signale besitzt eine MeBkam- 

30 mer mit bevorzugt zwei Offnungen fUr den Zu- und AbfluB von FlUssigkeiten. 

Die MeBzelle kann aus einem einzelnen Stuck oder verschiedenen miteinander verbundenen Teilen 
gefertigt sein. Als Materialien fur die MeBzelle kommen im Stand der Technik bekannte Stoffe, wie 
Kunststoffe, Glas und Metalle, in Frage. Wird eine aus mehrereh Teilen zusammengesetzte Zelle verwen- 
det, so konnen diese z. B. verklebt, verschraubt, vernietet oder verschweiBt werden. 

35 Der Innenraum der MeBzelle ist bevorzugt so geformt, daB er beim Durchleiten von Flussigkeit durch 
die Offnungen moglichst vollstandig durchspult wird. Bevorzugte Ausfdhrungsformen von Innenraumen 
weisen demnach keine Nischen oder dergleichen auf. Die Innenraume besitzen bevorzugt eine langliche 
Gestalt, die in einer Richtung senkrecht zur Stromungsrichtung abgeflacht ist. 

Im Innenraum der MeBzelle befinden sich mindestens jeweils eine Arbeits- und Gegenelektrode. Die 

40 Elektroden sind bevorzugt an Innehwandungen der MeBzelle befestigt. Sie konnen beispielsweise aufge- 
klebt, eingeschmolzen oder aufgepreBt sein. 

Die mindestens eine Arbeitselektrode besitzt eine flachige Gestalt und eine elektrische Verbindung mit 
einer steuerbaren Spannungsquelle. Geeignete Materialien fur die Arbeitselektrode sind Edelmetalle, wie 
Gold, Silber, Platin, Palladium, Ruthenium, Osmium, Wolfram oder Mischungen dieser Metalle. Besonders 

45 bevorzugte Elektrodenmaterialien sind Gold und Platin. 

Die mindestens eine Gegenelektrode kann aus einem einzelnen Stuck oder mehreren Teilstiicken 
bestehen, die elektrisch leitend miteinander verbunden sind. Bevorzugt besteht die Gegenelektrode aus 
zwei oder mehr Streifen, die der Arbeitselektrode gegenuberliegend angeordnet sind. Geeignete Materialien 
fur die Gegenelektrode entsprechen denen der Arbeitselektrode. ErfindungsgemaB werden Arbeits- und 

so Gegenelektroden nicht innerhalb einer Ebene angeordnet, sondern gegenUberliegend, so daB sich ein Teil 
des Zellinnenraumes zwischen ihnen befindet. Bevorzugt befinden sich die mindestens eine Arbeitselektro- 
de und die mindestens eine Gegenelektrode in zueinander parallelen Ebenen, zwischen denen sich ein Teil 
des Zellinnenraumes befindet. 

Sowohl fur Arbeitselektrode als auch fiir Gegenelektrode hat es sich als vorteilhaft erwiesen, wenn die 

55 Oberflachen Strahlungen, im besonderen die der beim ECL-Prozefi hervorgerufenen, reflektieren. Die 
Flachen der Elektroden befinden sich im Bereich von mm 2 bis cm 2 . Die Arbeitselektrode ist in der Regel 
quadratisch oder rechteckig mit Kantenlangen, deren Verhaltnis 1 bis etwa 3 betragt. Gegenelektroden 
weisen in der Regel eine kleinere Flache auf und besitzen bevorzugt eine langliche Gestalt mit Kantenlan- 
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gen, deren Verhaltnis 3 bis etwa 30 betragt. Sowohl Arbeits- als auch Gegenelektrode stellen bevorzugt 
dunne Plattchen mit Dicken von wenigen zehntel Millimetern bis zu wenigen Millimetern dar. 

Fur die Gegenelektrode sind z. B. auch netzformige Anordnungen oder Plattchen mit Materialausspa- 
rungen moglich. 

5 Die Arbeitselektrode ist mit dem ersten Pol einer regelbaren Spannungsquelle verbunden und die 
Gegenelektrode mit einem zweiten Pol derselben Spannungsquelle. Die Spannungsquelle kann so ausge- 
legt sein, daB die von ihr gelieferte Spannung manuell eingestellt wird. Bevorzugt ist jedoch eine Steuerung 
der Spannungsquelle durch einen Mikroprozessor oder eine andere Steuerungsvorrichtung. Die Spannungs- 
quelle soli Spannungen in Hone von wenigen Volt liefern konnen. Sowohl die Hone als auch der zeitliche 

w Verlauf der Spannung sind erfindungsgemaB regelbar. In vielen Verfahrenszyklen ist die Arbeitselektrode 
die Anode und die Gegenelektrode die Kathode, es ist jedoch auch ein Polaritatswechsel der Elektroden 
moglich. 

Die von der Spannungsquelle zu liefernde Spannung richtet sich hauptsachlich, wenn auch nicht 
ausschlieBlich, nach den verwendeten Redoxsystemen, besonders nach dem Oxidationspotential des ECL- 

75 Labels. Es hat sich gezeigt, dafl mit der erfindungsgemaBen Elektrodenanordnung geringere Spannungen 
notwendig sind, urn Elektrochemilumineszenz hervorzurufen, als dies mit bisher bekannten MeBzellen mit 
gleichen Probeflussigkeiten und Redoxsystemen der Fall ist. Aus dieser gegenOber dem Stand der Technik 
geringeren Arbeitsspannung resultieren einige der eingangs genannten Vorteile. Es hat sich herausgestellt, 
daB mit einer erfindungsgemaBen MeBzelle das Lumineszenzsignal schneller nach dem Anlegen der 

20 Arbeitsspannung auftritt, als dies bei bisher bekannten MeBzellen der Fall ist. Das MeBsignal einer 
erfindungsgemaBen MeBzelle ist auBerdem genauer auswertbar, da es ein zeitlich scharfer ausgepragtes 
Maximum aufweist. 

In mindestens einer Wandung der MeBzelle befindet sich ein Fenster, durch das elektromagnetische 
Strahlung aus mindestens einem der Bereiche infrarot, sichtbar, ultraviolett, hindurchtreten kann. Bevorzugt 

25 wird die gesamte Zelle aus einem Material gefertigt, daB fUr mindestens eine der genannten Strahlungen 
durchlassig ist. Als besonders geeignetes Material fur das optische Fenster bzw. die gesamte Zelle hat sich 
Polymethylmethacrylat erwiesen. 

Es hat sich erfindungsgemaB ebenfalls als vorteilhaft herausgestellt, daB sich die mindestens eine 
Gegenelektrode an der Innenseite des optischen Fensters befindet. 

30 Das optische Fenster ist so angeordnet, daB auf der Arbeitselektrode entstehende Strahlung zumindest 
zum Teil durch das Fenster aus der MeBzelle heraustreten kann. Aus dem optischen Fenster austretende 
Strahlung kann durch einen Detektor detektiert werden. Geeignete Detektoren sind beispielsweise Photo- 
multipier Oder Halbleiterdetektoren. Bei einer erfindungsgemaBen Vorrichtung befindet sich zumindest ein 
Teil der mindestens einen Gegenelektrode im Strahlengang von Strahlung, die in der Nahe der Arbeitsetek- 

35 trode entsteht und durch das optische Fenster aus der MeBzelle austritt. Da sich die Gegenelektrode 
mindestens zum Teil im Strahlengang der durch ECL-Label ausgesandten Strahlung befindet, war zunachst 
angenommen worden, daB eine Abschirmung und damit eine Signalverringerung stattfindet. Durch Vergleich 
mit MeBzellen, bei denen sich die Gegenelektrode nicht im Strahlengang befindet, hat sich herausgestellt, 
daB die erfindungsgemaBe Elektrodenanordnung Uberraschend zu starkeren Signalen fuhrt 

40 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform kann von auBerhalb der MeBzelle an die Wandung, an der sich 
im Inneren der MeBzelle die Arbeitselektrode befindet, ein Magnet herangebracht werden. Als Magnet 
konnen sowohl elektrische als auch Permanentmagneten verwendet werden. Permanentmagneten sind 
bevorzugt, da sie beim Betrieb keine Warmeentwicklulng verursachen. In einer automatisierten Apparatur 
kann der Magnet durch einen Spindelantrieb oder einen Hebelarm auf die Arbeitselektrode zu- oder von 

45 dieser wegbewegt werden. 

Vorteilhaft ist es, wenn der Ihnenraum der MeBzelle elektrochemisch mit einer Referenzzelle verbunden 
ist. Die elektrochemische Ankoppelung kann beispielsweise uber einen mit FlUsstgkeit gefullten Kapillarspalt 
oder eine Fritte erfolgen. Wesentlich ist es fur eine elektrochemische Ankoppelung, daB ein Austausch von 
geladenen Teilchen zwischen Zellinnenraum und Referenzelektrode erfolgen kann, dieser Austausch jedoch 

so mengenmaBig so gering gehalten wird, daB eine Verunreinigung der FlUssigkeit im Zellinnenraum weitest- 
gehend unterbleibt. Als Referenzelektrode sind beispielsweise im Stand der Technik bekannte Elektroden, 
wie zum Beispiel eine Ag/AgCI-Elektrode oder eine Kalomelelektrode geeignet. 

Eine erfindungsgemaBe Vorrichtung wurde konzipiert, urn Elektrochemilumineszenzphanomene zu 
messen. Bei der ECL werden auf der Oberflache einer Elektrode chemische Spezies erzeugt, die 

55 elektromagnetische Strahlung im Bereich des IR, des sichtbaren Lichts oder der UV-Strahlung, aussenden. 
Allgemein werden die elektrochemischen Reaktionen, die ablaufen, in der bereits genannten Patentanmel- 
dung WO 89/10551 beschrieben. Figur 1 zeigt mogliche Elektrodenreaktionen anhand eines Beispiels. 
Tripropylamin (TPA) wird an der Elektrode oxidiert und spaltet nachfolgend ein Proton ab. In einem zweiten 
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Zyklus wird Ru(bpy) 3 2+ zu Ru(bpy) 3 3+ oxidiert. Das TPA-Radikal und der oxidierte Rutheniumkompiex 
reagieren zu einem angeregten Rutheniumkompiex, der unter Emission einer Strahlung von 620 nm in Ru- 
(bpy) 3 2+ ubergeht. Dieses, wie auch andere im Stand der Technik bekannte Elektrochemilumineszenzsyste- 
me konnen benutzt werden, urn chemische bzw. immunologische Analysen durchzufuhren. 

5 Figur 2 zeigt schematisch drei verschiedene Analyseverfahren, die mit der ECL-Technologie durchge- 
fuhrt werden konnen. Das Format Figur 2A beruht darauf, daB die ECL-Signale von ECL-Labeln, die an 
einen Antikorper gebunden sind, verschieden sind von jenen, die sich frei in Losung befinden. Figur 2B 
zeigt ein Format, bei dem ein mit einem Antigen versehenes Mikropartikel mit dem Analyten um einen mit 
einem ECL-Label versehenen Antikorper konkurriert. Findet keine Abtrennung start, so beruht die ECL- 

10 Messung wiederum darauf, daB das ECL-Label, je nachdem ob es an einen Mikropartikel gebunden ist oder 
an ein Analytmolekul, unterschiedliche Signalintensitaten aufweist. Der Grund ftir dieses Verhalten ist nicht 
in alien Details aufgeklart, jedoch spielen sicherlich die unterschiedlichen Diffusionseigenschaften dieser 
Spezies in der Elektrodenreaktion eine Rolle. Wird das in Figur 2B gezeigte Format mit einem Separations- 
schritt durchgefuhrt, so kann beispielsweise eine Abtrennung der an das Mikropartikel gebundenen Spezies 

75 uber rhagnetische Krafte erfolgen, wenn das Mikropartikel ferromagnetische Eigenschaften aufweist. 

Figur 2C zeigt eine dritte Variante, bei der die Signalausbeute direkt proportional der Konzentration an 
Analyt ist. 

Die Erfindung umfaBt weiterhin ein Verfahren zur Erzeugung von optisch detektierbaren Signalen durch 
Anlegen elektrischer Potentiale an ProbeflUssigkeiten, mit den Schritten 
20 - Fullen einer MeBzelle mit Probeflussigkeit, 

- Anlegen eines Spannungsprofils an die mindestens eine Arbeitselektrode und die mindestens eine, 
der Arbeitselektrode gegenOberliegenden Gegenelektrode, um Elektrochemilumineszenzstrahiung her- 
vorzurufen, 

- Detektieren von ausgesandter Strahlung, die durch ein optisches Fenster fallt. 

25 Bei diesem Verfahren wird eine MeBzelle zunachst mit ProbeflGssigkeit gefullt. Dies kann mit einer 
erfinduhgsgemaBen Vorrichtung erfolgen, in dem Probeflussigkeit in eine Offnung der MeBzelle gepumpt 
wird. 

Unter Probeflussigkeit ist hierbei eine Mischung aus Flussigkeiten zu verstehen, die Analytlosung, 
Reagenzlosung und gegebenenfalls Hilfslosungen beinhaltet. 

30 Analytlosung, Reagenzlosung und gegebenenfalls Hilfslosungen konnen gemeinsam oder auch nach- 
einander in die MeBzelle eingeleitet werden. 

Unter einer Analytlosung wird eine Losung, Suspension oder Emulsion von Analyt in einem Losungs- 
mittel, wie zum Beispiel Wasser, Acetonitril, Dimethylsulfoxyd, Dimethylformamid, N-Methylpyrolidin, tert.- 
Butylalkohol oder Mischungen dieser Losungsmittel, verstanden. 

35 Als Analytflussigkeiten konnen beispielsweise Vollblut, Serum, Gewebsflussigkeit, Speichel, Urin usw. 
dienen. In diesen Analytflussigkeiten nachzuweisende Analyten konnen beispielsweise sein: Zellen, subzel- 
lulare Partikel, Viren, Nukleinsauren, Proteine, Peptide, Hormone, Pharmaka, organische Molekule usw.. 

Eine Reagenzlosung enthalt einen ECL-Label, d. h. eine in der Regel metallorganische Verbindung, die 
aufgrund chemischer und elektrochemischer Reaktionen elektromagnetische Strahlung aussendet. Das 

40 Metall der organometallischen Verbindung wird bevorzugt aus der folgenden Gruppe gewahlt: Ruthenium, 
Osmium, Rhenium, Iridium, Rhodium, Platin, Palladium, Molybdan und Wolfram. Das ECL-Label kann an 
eine ganze Zelie, subzellulare Partikel, Viren, Fette, Fettsauren, Nukleinsauren, Polysaccharide, Proteine, 
Lipoproteine, Lipopolysaccharide, Glykoproteine, Peptide, zellulare Metaboliten, Hormone, Pharmaka und 
deren Abbauprodukte, Alkaloide, Steroide, Vitamine, Aminosauren, Zucker, organische MolekOle, organome- 

45 tallische MolekUle, anorganische MolekUle, Biotin, Avidin oder Streptavidin gebunden sein. 

Weiter oben genannte Hilfslosungen ktfnnen beispielsweise Spullosungen umfassen, die geeignet sind, 
den Innenraum der MeBzelle zu reinigen. DemgemaB konnen SpCJIIosungen beispielsweise Detergentien, 
Stoffe, die die Oberflachenspannung senken, Losungsmittel fur organisches Material und dergleichen 
enthalten. 

so ErfindungsgemaB ist es bevorzugt, wenn die Zelle vor der eigentlichen Befullung mit Probeflussigkeit 
mit einer Reinigungslosung oder Vorbereitungslosung gespult wird. Unter einer Reinigungslosung sind 
wiederum solche Flussigkeiten zu verstehen, die Verschmutzungen und Reste aus der Zelle entfernen, wie 
zum Beispiel Detergenzlosungen, Losungsmittel und dergleichen. Vorbereitungslosungen dienen in erster 
Linie dazu, die Elektroden in einen definierten Oxidations- und Oberflachenzustand zu versetzen. Vorberei- 

55 tungslosungen konnen demgemSB Oxidations-, Reduktionsmittel Oder auch oberflachenaktive Substanzen 
enthalten. 

Nach dem Befullen der Zelle mit Probeflussigkeit wird an mindestens eine Arbeitselektrode und 
mindestens eine Gegenelektrode ein Spannungsprofil angelegt. 
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Unter einem Spannungsprofil ist eine zeitliche Abfolge von Spannungen unterschiedlicher Hone zu 
verstehen. Im einfachsten Falle wird beispielsweise eine konstante, niedrige Spannung an die Elektroden 
angelegt und diese plotzlich erhoht, urn die fur die ECL-Reaktionen notwendigen Elektrodenreaktionen in 
Gang zu setzen. Gunstige Spannungsprofile werden beispielsweise in der Patentanmeldung WO 90/11511 
5 beschrieben. 

ErfindungsgemaB ist es bevorzugt, wenn vor dem MeBschritt eine Reinigung und Vorbereitung der 
MeBzelle bzw. der Elektroden erfolgt. Die Wirkung der Reinigungs- bzw. Vorbereitungslosungen bei diesen 
Schritten wird durch die Anlegung geeigneter Spannungsprofile an die Elektroden unterstOtzt. 

Die bisher beschriebene Vorgehensweise ist fur ein homogenes Assay, d. h. eine Analyse, geeignet, bei 

io der keine Abtrennung der aus Analyt und ECL-Label gebildeten Komplexe erfolgt. ErfindungsgemaB ist es 
bevorzugt, wenn vor der Aktivierung der elektrochemischen Lumineszenz eine Abtrennung der aus ECL- 
Label und Analyt gebildeten Komplexe erfolgt. Dies geschieht bevorzugt, indem das ECL-Label entweder 
direkt an ein ferromagnetisches Partikel gebunden ist, Oder durch Ausbildung eines Sandwich-Komplexes 
mit dem Analyten und einem Antigen, das seinerseits an ein ferromagnetisches Mikropartikel gebunden ist. 

75 Der das ferromagnetische Mikropartikel enthaltende Komplex kann durch einen Magneten auf der Arbeits- 
elektrode niedergeschlagen werden, wahrend UberschGssiges ECL-Label weggewaschen wird. 

Kurz nachdem ein fOr die Erzeugung eines ECL-Signals geeignetes Spannungsprofil angelegt wurde, 
findet eine Aussendung von Elektrochemilumineszenzstrahlung statt. Die ausgesandte Strahlung kann durch 
einen Detektor detektiert werden und aufgrund der Strahlungsintensitat auf die Analytkonzentration zuruck- 

20 geschlossen werden. 

Eine erfindungsgemafle Vorrichtung und ein erfindungsgemaBes Verfahren besitzen gegenuber dem 
Stand der Technik den Vorteil, daB die Erzeugung einer gegebenen Elektrochemilumineszenzreaktion mit 
einer geringeren Spannung erfolgen kann, als dies bei bisherigen Vorrichtungen der Fall ist. Das Redoxpo- 
tential fur das in Figur 1 dargestellte Redoxsystem liegt bei ca. 1 ,1 V. VerlaBliche Messungen mit der IGEN- 
25 Mefizelle konnten bei 2,2 V durchgefUhrt werden. Mit einer erfindungsgemaBen MeBzelle war es moglich, 
die MeBspannung auf 1,4 V abzusenken. 

Eine Absenkung der MeBspannung bietet den Vorteil, daB weniger storende Nebenreaktionen stattfin- 
den, so daB ein verbessertes Signal/Rauschverhaltnis resultiert 

Es hat sich auBerdem gezeigt, daB das MeBergebnis mit einer erfindungsgemaBen MeBzelle weniger 
30 von der Verteilung der Mikropartikel auf der Arbeitselektrode abhangig ist als bei MeBzellen des Standes 
der Technik. Diese Eigenschaft erfindungsgemaBer MeBzellen erhoht die Reproduzierbarkeit des analyti- 
schen Nachweises. 

Ein weiterer Vorteil erfindungsgemaBer MeBzellen ist ihre hohere Dynamik, aufgrund derer empfindli- 
chere und verlaBlichere Messungen durchgefuhrt werden konnen. 
35 Eine erfindungsgemafle Vorrichtung und ein erfindungsgemaBes Verfahren werden exemplarisch an- 
hand der Zeichnungen dargestellt. 



Figur 1 : Schematische Darstellung der Elektrodenablaufe 

Figur 2: Beispiele fur mit der MeBzelle durchfuhrbare immunologische Testformate 

Figur 3: MeBzelle in Seitenansicht 

40 Figur 4: Aufsicht auf MeBzelle 

Figur 5: Abgewandelte AusfOhrungsform einer MeBzelle in Seitenansicht und Aufsicht 

Figur 6: Zeitliche Spannungsverlaufe zum Betrieb erfindungsgemaBer MeBzellen 

Figuren 7, 8: Vergleich einer erfindungsgemaBen MeBzelle (K3) mit einer aus einer aus dem Stand 
der Technik bekannten MeBzelle (IGEN). 



45 Figur 3 zeigt eine erfindungsgemafle Vorrichtung in Seitenansicht. Figur 4 zeigt die gleiche Vorrichtung 
in Aufsicht. Der Korper der MeBzelle (1) besteht aus mehreren Polymethylmethacrylat-Einzelteilen. Der 
Zellinnenraum (7) besitzt eine langliche, flache Gestalt. In Figur 4 ist zu sehen, daB die Zu- und 
AbfluBoffnungen (2, 3) im stumpfen Winkel eines Dreiecks angeordnet sind. Durch diese Anordnung wird 
erreicht, daB beim Durchstromen der Zelle mit Flussigkeit keine Bereiche entstehen, in denen Flussigkeits- 

50 reste verbteiben, die nicht am Volumenstrom teilnehmen. Auf dem MeBzellenboden (10) befindet sich eine 
Arbeitselektrode (4), die eine flache, rechteckige Gestalt besitzt. Die gezeigte Zelle weist zwei Gegenelek- 
troden (5) auf, die eine flache, stabformige Gestalt besitzen und in das Oberteil der MeBzelle eingepreBt 
sind. Die Gegenelektroden (5) sind Uber eine gemeinsame Zuleitung (11) mit einer Spannungsquelle 
verbunden. Sowohl die Arbeitselektrode als auch die Gegenelektroden bestehen im dargestellten Beispiel 

55 aus Piatin. Auf der der Arbeitselektrode gegenUberliegenden Seite der MeBzelle (1) befindet sich ein 
optisches Fenster (6). Im dargestellten Beispiel besteht der Deckel (9) der MeBzelle aus Polymethylmetha- 
crylat, und ist demnach fur sichtbare Strahlung durchlassig. Unterhalb der Arbeitselektrode (4) befindet sich 
ein Magnet (8), der auf die Arbeitselektrode zu oder von ihr weg bewegt werden kann. 
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Figur 5 zeigt eine weitere Ausfuhrungsform einer erfindungsgemaBen MeBzelle (1). Diese MeBzelle 
entspricht in ihrem Aufbau im wesentlichen der in Figur 3 und Figur 4 dargestellten MeBzelle. Ein 
Unterschied liegt in der Gestaltung der Gegenelektrode (5). Diese ist erfindungsgemaB gegenuber der 
Arbeitselektrode (4) angeordnet, besitzt jedoch die Form eines Rechteckes mit zwei rechteckigen Ausneh- 

5 mungen. Die Gegenelektrode (5) weist demnach Segmente auf, die sowohl parallel a!s auch senkrecht zur 
FluBrichtung in der MeBzelle sind. 

Figur 6A zeigt ein Spannungsprofil, das zur Durchfuhrung einer ECL-Reaktion mit den Species 
Tripropylamin und Ru(bpy) 3 2+ in einer erfindungsgemaBen MeBzelle geeignet ist. Wahrend die MeBzelle mit 
einer Pufferlosung gefullt ist, wird fur eine Sekunde eine Spannung von + 1,4 Volt und fur eine weitere 

w Sekunde eine Spannung von - 0,8 Volt angelegt. Diese Vorbereitungsphase dient dazu, einen definierten 
Oberflachenzustand der Arbeitselektrode zu erzeugen. Wahrend der folgenden 39 Sekunden wird die 
MeBzelle mit einer Mischung aus Analyt, Reagenz und Pufferlosung gefullt. An den Elektroden liegt ein 
Potential an (z. B. 0 mV), bei dem keine ECL-Reaktion ablauft, das jedoch die Elektrode in einem 
reproduzierbaren Zustanden halt. Zur Erzeugung des ECL-Signals wird fur eine Sekunde ein Potential von 

75 +1,4 Volt angelegt. Nachfolgend wird die MeBzelle durch das Anlegen einer Spannung von + 2,4 Volt 
uber 9,5 Sekunden und - 0,8 Volt Ober 4 Sekunden gereinigt. Der ReinigungsprozeB beendet den 
MeBzyklus. FUr nachfolgende Messungen kann das beschriebene Spannungsprofil wiederholt nacheinander 
Anwendung finden. 

Figur 6B zeigt ein Spannungsprofil zum Betrieb einer erfindungsgemaBen MeBzelle unter Verwendung 
20 einer geringeren MeBspannung. Genaueren AufschluB uber den zeitlichen Spannungsverlauf und die 
wahrend der einzelnen Phasen in die MeBzelle eingebrachten Flussigkeiten gibt die folgende Tabelle: 
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Vorgang 


Zeit/s 


Spannung/ 
V 


Dauer/s 


Fhlssigkeits- 
menge pro 
Zeit 


FlQssigkeitsart 


Vorbereitung 
der 


0 


0 




167 pl/s 


Pufferlosung 


Meflzelle 


0 


1 


1 








1 


1 










. 1 


-1.2 


1 








2 


-1.2 








Fullen der 
Mefl- 


2 


0 


1 


152 


Probenlosung und 
Reagenzlosung 


zelle 


11.5 


0 


1.2 


172 




12.4 


0 


30 








18.4 


0 


6 


33 


Pufferlosung 




44.6 


0 




167 


Messung 


50 


0 


1 


none 






50 


1.4 








Reinigung der 


53 


1.4 




333 


Reinigungslosung 


Meflzelle 


53 


3 


9.5 








63 


3 










63 


0 






Pufferlosung 




72.5 


0 


4 


167 




72,5 


-1.2 










76.5 


-1.2 


1 






Vorbereitung 
der 


76.5 


0 


1 


167 


Pufferlosung 


Meflzelle 


77.2 


0 










77.2 


1 


1 








78.2 


1 










78.2 


-1.2 










79.2 


-1.2 










79.2 


0 










79.9 


0 


0.3 







Die Figuren 7 und 8 zeigen einen Vergleich, der in Figur 3 und 4 dargestellten erfindungsgemaflen 
Meflzelle (mit Konzept 3 bezeichnet), mit der in der Patentanmeldung WO 89/10551 beschriebenen 
Meflzelle von Igen fur zwei unterschiedliche Konzentrationsbereiche an Analyt. Das auf der Ordinate 
dargestellte Lichtsignal in willkOrlichen Einheiten ergab sich mit einem Photomultiplier des Meflgerats 
45 Origen 1.0 der Firma IGEN. Die Abzisse der Figuren gibt die in der Probe enthaltene Konzentration an TSH 
(Thyroid stimmulierendes Hormon) an. 

In den Figuren ist zu erkennen, dafl die Dynamik der Eichkurve bei Verwendung von Konzept 3 Zellen 
erheblich grofler ist, was eine Steigerung der Sensitivitat des Tests bewirkt. 

Die Messungen wurden durchgefuhrt, indem 250 ul des folgenden Gemisches 
so 50 ul Pufferlosung IP 
50 ul Beadsuspension 
50 ul biotinylierter Antikorper (R1) 
50 ul ruthenylierter Antikorper (R2) 
50 ul Analyt 

55 uber 16 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurden und dann 150 ul des Inkubationsansatzes in die 
Meflzelle gepumpt wurden, wo die Beads mit Hilfe eines Magneton auf der Arbeitselektrode abgefangen 
und gewaschen wurden. 

Die Zusammensetzung der verwendeten Losungen ergibt sich wie folgt: 



7 



EP 0 658 760 A1 



Puffertosung IP: 

50 mM Tris pH 8,0 
0,1 % CAA 
5 0,01 % MIT 
0,2 % Thesit 
5 % RSA 1 
1 % R-IgG 

10 Biotinylierter Antikorper (R1) 

3,0 ug/ml MAK <TSH> M1 .20-lgG-Biotin 
(Boehringer Mannheim Kataiog-Nr. 1352547) 
500 ug/ml MAK <-> IgG 
15 (Boehringer Mannheim Katalog-Nr. 1 522558) 

Rutheny'lierter Antikorper (R2) 

1,2 ug/ml MAK <TSH>MA8-F(ab') 2 -BPRu 

20 

Beadsuspension 

600 ug/ml M280-Beads der Firma Dynal International (Oslo, Norwegen) wurden in dem Puffer suspen- 
diert. 

25 

Bezugszeichenliste 



(1) 


MeBzelle 


(2) 


EinlaBoffnung 


(3) 


AuslaBoffnung 


(4) 


Arbeitselektrode 


(5) 


Gegenelektrode 


(6) 


optisches Fenster 


(7) 


MeBzellehinnenraum 


(8) 


Magnet 


(9) 


MeSzellendeckel 


(10) 


MeBzellenboden 


(11) 


Zuleitung 



4d Patentanspruche 

1. Vorrichtung zur Erzeugung optisch detektierbarer Signale durch Anlegen elektrischer Potentiale an 
Probeflussigkeiten, beinhaltend 

a) eine MeBzelle (1) zur Aufnahme von ProbeflUssigkeiten, die mindestens zwei Offnungen (2, 3) fOr 
45 das Zu- und Abfuhren von FlUssigkeiten besitzt, 

b) eine Spannungsquelle, deren Spannung regelbar ist, 

c) mindestens eine Arbeitselektrode (4), die sich innerhalb der MeBzelle befindet und mit einem 
ersten Pol der Spannungsquelle verbunden ist, 

d) mindestens eine Gegenelektrode (5), die sich innerhalb der MeBzelle befindet und mit einem 
so zweiten Pol der Spannungsquelle verbunden ist, 

e) ein optisches Fenster (6), das sich in einer Wandung der MeBzelle befindet, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

sich die mindestens eine Gegenelektrode (5) innerhalb der Zelle zwischen optischem Fenster (6) 
und der mindestens einen Arbeitselektrode (4) befindet. 

55 

2. Vorrichtung gemaB Anspruch 1 , bei der die mindestens eine Arbeitselektrode (4) eine Flache besitzt, 
die parallel zu dem optischen Fenster (6) angeordnet ist. 
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3. Vorrichtung gemaB Anspruch 1 oder 2, bei der die mindestens eine Arbeitselektrode (4) im wesentli- 
chen aus Gold oder Platin besteht. 

4. Vorrichtung gemaB Anspruch 1 , 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB die mindestens eine Arbeits- 
5 elektrode (4) optische Strahlung zumindest teilweise reflektiert. 

5. Vorrichtung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine Referenzzelle elektrochemisch an 
den Innenraum der MeBzelle (1) angekoppeit ist. 

10 6. Vorrichtung gemS6 einem der vorangehenden AnsprUche, dadurch gekennzeichnet, daB eine flachige 
Arbeitselektrode (4) an einer Wandung der MeBzelle (1) anliegt und sich ein Magnet an der AuBenseite 
der genannten Wandung befindet. 

7. Vorrichtung gemaB Anspruch 6, die eine Vorrichtung zur Bewegung des genannten Magneten an die 
75 genannte Zellwand und von dieser weg beinhaltet. 

8. Vorrichtung gemaB Anspruch 1, bei der zwei oder mehrere Gegenelektroden (5) vorhanden sind, die 
eine flache, stabformige Gestalt besitzen. 

20 9. Vorrichtung gemaB Anspruch 1 oder 8, bei der die Stromungsrichtung der Probenflussigkeit beim 
Befullen und Entleeren der Zelle parallel zur Langsachse der mindestens einen Gegenelektrode (5) ist. 

10. Vorrichtung gemaB Anspruch 1, die einen Detektor beinhaltet, der aus dem optischen Fenster (6) 
austretende Strahlung detektiert. 

25 

11. Verfahren zur Erzeugung von optisch detektierbaren Signalen durch Anlegen elektrischer Potentiale an 
Probeflussigkeiten in einer MeBzelle (1), in der sich mindestens eine Arbeitselektrode (4) und minde- 
stens eine Gegenelektrode (5) befindet und die MeBzelle ein optisches Fenster (6) besitzt 

mit den Schritten 

30 a) Fullen der MeBzelle (1) mit FlUssigkeit, in der sich Elektrochemilumineszenzlabel befinden, 

b) Anlegen eines Spannungsprofils an die mindestens eine Arbeitselektrode (4) und die mindestens 
eine, der Arbeitselektrode (4) gegenuberliegende Gegenelektrode (5), urn Elektrochemilumineszenz- 
strahlung hervorzurufen, 

c) Detektieren von Strahlung, die durch das optisches Fenster (6) fallt. 

35 

12. Verfahren nach Anspruch 11, bei dem nach Schritt a) ein Magnet an die MeBzelle (1) herangefuhrt wird, 
urn magnetische Partikel auf der Arbeitselektrode (4) niederzuschlagen. 

13. Verfahren gemaB Anspruch 11, bei dem vor Schritt a) ein Reinigen der MeBzelle (1) und eine 
40 Vorbereitung von Arbeitselektrode (4) und Gegenelektrode (5) durch Anlegen eines Spannungsprofils 

erfolgt. 

14. Verfahren gemaB Anspruch 13, bei dem Reinigung und/oder Vorbereitung in Gegenwart von Reini- 
gungs- und/oder Vorbereitungslosung stattfinden. 



45 



15. Verfahren gemaB Anspruch 11 oder 12, bei dem die MeBzelle nach Schritt a) mit einer Waschlosung 
behandelt wird. 
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Figur 2 

(a) 



(b) 



(C) 



(d) 



(e) 
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Figur 5 





Referenzelektrode FluSrichtung 
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Figur 6 
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